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非酒精性脂肪性肝病大鼠肝脏 PPAR-γ的表达
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摘要 目的：研究 PPAR-γ在非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）大鼠肝脏组织中的表达,探讨非酒精脂肪性肝病可能的发病机制。方

法：雄性 SD 大鼠 30 只，随机分为 A（正常组）15 只普通饮食，B（高脂组）15 只高脂饮食。8 周后，自两组各随机抽取 2 只大鼠处

死，光镜观察证实脂肪肝造模成功，继续喂养 4 周后处死所有大鼠，取血清做免疫生化检查，取肝组织标本，分别以光镜观察做出

NAS 评分，免疫组化和 PCR 法检测肝组织 PPAR-γ蛋白的表达。结果：1.高脂饮食可以成功的复制 NAFLD 的大鼠模型；2.血清

GLU、TC、TG、HDL-C、LDL-C 在高脂组表达量较正常组明显升高，差异具有统计学意义 （P＜0.05）；3. 免疫组化显示：高脂组

PPAR-γ表达量较正常组升高；结论：1.高脂饮食可成功复制 NAFLD 模型；2.PPAR-γ在 NAFLD 大鼠肝脏成脂性改变中具有重

要作用。
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression of PPAR-gamma in nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) rats induced by
high-fat feeding, and to investigate the possible mechanism of NAFLD. Methods: Thirty male SD rats were divided into two groups:
Group A (normal group), fifteen rats were fed with normal diet; Group B (fatty group), fifteen rats were fed with high fat diet; 8 weeks
later, two rats randomly selected from each group were sacrificed. Histological pathology showed that the NAFLD was established. All
rats were sacrificed four weeks later. Serum was preserved for biochemical assay. Liver tissue were detected under light microscopy after
HE staining. Expression of PPAR-γ protein and mRNA in hepatic cell were detected by immunohistochemistry. Results: 1. NAFLD
model can be successfully replicated by high-fat diet 2.Compared with that in the control group, serum level of HDL-C, LDL-C, TC, TG,
Glu of model group increased significantly（P < 0.05）;3. The expression of PPAR-γ in the fatty group was higher than that in the normal
group. Conclusions: 1. NAFLD model can be replicated successfully by high-fat diet 2. PPAR-gamma play the aliphaticcompound effect
in the NAFLD rats.
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前言

非 酒 精 性 脂 肪 性 肝 病 （nonalcoholic fatty liver disease，

NAFLD）以其患病率高、发病低龄化[1]等特点越来越显示出临

床重要性，NAFLD 与 2 型糖尿病、代谢综合症及其相关心脑血

管事件密切相关[2]。但其发病制剂尚无定论。有相关报道提示

PPAR-γ对 NAFLD 的发生和进展具有作用[3]。但大多数研究

侧重于 PPAR-γ在 NAFLD 炎症及纤维化中的作用，本实验采

用高脂肪饲料诱导大鼠 NAFLD，观察其血脂变化及 PPAR-γ
的表达，以探讨其在 NAFLD 早期的表达情况。

1 材料与方法

1.1 实验动物及试剂

雄性健康 7 周龄 SD 大鼠 30 只，体重 180-200g，由南京市江宁

区青龙山动物繁殖场提供。猪油及蛋黄粉为市售，胆固醇购自

上海源聚生物科技有限公司，脱氧胆酸钠购自中国医药集团上

海化学试剂公司。兔抗 PPAR-γ 单克隆抗体购自美国 San-
ta-Cruz 公司。
1.2 方法

1.2.1 脂肪肝动物模型的制备 适应性喂养一周后，随机分为两

组，正常组 15 只给予普通饲料，高脂组 15 只大鼠予 10%猪油、
2%胆固醇、0.5%蛋黄粉、0.2%脱氧胆酸钠、87.2%基础饲料构成

的高脂饲料喂养[4]。定期称体重。饲养大鼠 8 周后，随机自两组

中各取 2 只大鼠处死，称量肝湿重，取肝组织制片，常规 HE 染

色，100 倍光镜下观察肝组织病理学变化，确认造模组大鼠脂

肪肝形成。实验期间，所有大鼠均在清洁级动物实验室饲养，设

置室温（25±1）℃，饲养室内 80W 日光灯照明，实行 12h 光 /
暗循环。
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1.2.2 标本采集 高脂组大鼠有 1 只因皮肤感染而剔除。确定造

模成功后，继续喂养 4 周，大鼠禁食 8h 后，水合氯醛腹腔麻醉，

采集腹腔静脉血液，分离血清，保留后用于检测生化指标。处死

后摘取整个肝脏标本，滤纸吸干表面水分后称湿重，分别采取

40g/L 甲醛固定制备石蜡标本。
1.2.3 肝脏组织病理评分 根据 2010 年非酒精性脂肪性肝病诊

疗指南[5]，NAS 计分（0~8）分：(1)细胞脂肪变: 0 分(< 5%) ; 1 分

(5%～33%) ; 2 分( \34%～66%) ; 3 分(> 66%) ; (2) 小叶内炎症

(20 倍镜计数坏死灶) : 0 分,无; 1 分(< 2 个) ; 2 分(2～4 个) ; 3
分( >4 个) ; (3)肝细胞气球样变: 0 分,无; 1 分,少见; 2 分,多见。
肝纤维化分期(0～4) : 0:无纤维化; 1a:肝腺泡 3 区轻度窦周纤

维化; 1b: 肝腺泡 3 区中度窦周纤维化; 1c: 仅有门脉周围纤维

化; 2: 腺泡 3 区窦周纤维化合并门脉周围纤维化; 3: 桥接纤维

化; 4:高度可疑或确诊肝硬化。在同一名病理科医生指导对所

有标本切片做病理评分。
1.2.4 免疫组化法观察肝脏组织 PPAR-γ蛋白的表达 肝组织

石蜡切片常规脱蜡水化，3%过氧化氢阻断内源性过氧化物酶

后，正常血清封闭，滴加兔抗大鼠单克隆 PPAR-γ特异性一抗

4℃过夜，次日滴加偶联二抗，室温 30min 后 DAB 显色，镜下控

制显色时间，苏木精复染后封片观察。每组实验标本均设阴性

对照，以 PBS 代替一抗，结果显示阴性。
1.3 统计方法

采用 SPSS11.5 软件进行统计学分析，所有数据用均数±
标准差（x±s）表示，采用单因素方差分析。

2 结果

2.1 肉眼观察

正常组个体中等，皮毛光泽度好，反应灵敏；高脂组体型肥

硕，皮毛光泽度欠佳。解剖后，取出整个肝脏组织，滤纸吸干表

面水分，称量肝湿重。见正常组大鼠肝脏色泽鲜红，边缘锐利，

质韧；高脂组大鼠肝脏体积增大，色偏黄，边缘钝，有油腻感，质

硬，局部纤维组织增生。（如图 1）
2.2 肝脏组织 HE 染色结果

正常组：肝小叶轮廓清晰，由单层肝细胞构成的肝索围绕

中央静脉呈放射状排列，肝细胞体积正常，细胞界限清楚，胞浆

红染，胞核位于中央，未见炎细胞浸润。高脂组：肝小叶结构破

坏，全小叶肝细胞脂肪变性，肝细胞体积增大水肿，胞浆内可见

大小不等的脂肪空泡，并伴有一定量的点片状坏死灶，汇管区

及小叶内淋巴细胞轻度浸润。（图 2）。而具体评分分布及结果

分别见表 1 及表 2。

图 1 两组大鼠肝脏大体标本 :A:正常组;B 高脂组

Fig.1 The gross of the two group:A :Normal Group; B Fatty Group 图 2 两组大鼠肝脏组织光镜下表现（HE 染色）

Fig.2 The microscopic characteristics of the two group (HE)

表 1 两组大鼠肝脏病理评分分布结果

Table 1 NAS distribution of the two group

Group N Degeneration Phlogosis of hepatic lobule Fibrosis

Normal Group 13 0 1 2 3 0 1 2 0 1 2 3 0 1 2 3 4

Fatty Group 12 13 0 0 0 13 0 0 13 0 0 0 13 0 0 0 0

0 0 0 12 0 5 7 0 4 5 3 12 0 0 0 0

BallooningFatty Degeneration

注：与正常组相比△P＜0.01

Note: compared with the normal group△P＜0.01

表 2 各组大鼠肝脏病理评分结果如下（x±s）
Table 2 NAS of the two group(x±s)

Group n Fatty Degeneration Ballooning Degeneration Phlogosis of hepatic lobul Fibrosis

Normal Group 13 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00

Fatty Group 12 3.00±0.00△ 1.58±0.51△ 1.91±0.79△ 0.00±0.00

Normal Group（×100） Fatty Group（×200）

2.3 肝脏免疫组化

PPAR-γ主要定位于肝细胞核内，呈棕褐色团块状。正常

组肝细胞核未见着色，高脂饮食组肝细胞胞核着色程度 +++。
（图 3）
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2.4 血清学指标

2.4.1 血清放免学指标

PCIII（III 型前胶原），IV-C（IV 型胶原），LN（层粘连蛋白），

HA（透明质酸酶）在正常组、高脂组之间没有统计学差异

2.4.2 血清生化指标

高脂组大鼠血清生化指标中的 Glu、TC、TG、LDL-C 与正

常组比较明显升高，HDL-C 较正常组明显降低，且差异有统计

学意义（P＜0.05）（表 3）。

图 3 两组大鼠肝脏组织 PPAR-γ蛋白表达情况

Fig.3 The expression of PPAR-γof the two group

注：与正常组相比△P＜0.05

Note: compared with the normal group△P＜0.05

表 3 两组大鼠血清生化指标之间的比较（x±s）
Table 3 Biochemical indexes of serum between the two group（x±s）

Group Glu TC TG HDL-C LDL-C

Normal Group(n=13) 5.44±0.85 0.98±0.12 0.60±0.07 1.02±0.10 0.37±0.36

Fatty Group(n=12) 9.75±1.55△ 2.00±0.29△ 1.34±0.08△ 0.76±0.05△ 1.40±0.24△

3 讨论

随着人们生活方式及饮食习惯的改变，非酒精性脂肪性肝

病（NAFLD）的发病率正在逐年升高，在世界范围内成为慢性

肝病的最常见病因之一[6]。美国将近 1/3 成年人患有 NAFLD[7]，

我国的发病率也逐年上升，2005 年统计数字为 15%[8]，日本占

14%。肥胖症、2 型糖尿病、高甘油三酯血症, 体重增长过快，体

重急剧下降（特别是原先肥胖者），与胰岛素抵抗有关的特殊综

合征（如脂质萎缩性糖尿病、Mauriac 综合征）均为 NAFLD 的

高危人群[9]。
自发现 NAFLD 以来，对其重视程度逐年升高，关于

NAFLD 的发病机制研究的也越来越多，其中最具说服力的是

Day 的 " 二次打击 " 学说，他认为初次打击主要为 IR，IR 通过

促进外周脂肪分解和高胰岛素血症引起肝细胞脂肪变性,而脂

肪变性的肝细胞活力相对不足,从而为氧应激提供了足够的反

应基质，结果导致脂肪变性的肝细胞对内、外源性损害因子的

敏感性增强；二次打击主要为反应性氧化代谢产物增多，导致

脂质过氧化伴细胞因子、线粒体解偶联蛋白 -2 和 Fas 配体被诱

导活化，进而引起脂肪变性的肝细胞发生炎症、坏死甚至纤维

化[10]。肠道细菌发酵产生的乙醇和内毒素、肝毒性物质、缺氧以

及铁负荷过重等因素，均可作为二次打击参与非酒精性脂肪性

肝炎(NASH)的发病。除非能及时阻止炎症 - 坏死循环，否则将

发生进展性肝纤维化和肝硬化。
有关 NAFLD 的研究，大多以动物实验为主，常规应用高

脂饲料可建立非酒精性脂肪性肝病模型，但其存在造模时间

长，病变程度轻等缺点，且脂类物质的含量与造模所需天数成

负相关[11]，有研究示含胆盐的高脂饲料造模效果明显优于不含

胆盐的高脂饲料[12]。本实验参考相关文献，采用含胆盐及高含

量脂类物质的高脂饮食造模，8 周后即造模成功，从而证实了

含胆盐的高脂饲料更容易形成高脂动物模型。

PPAR-γ的作用广泛，但其在发病过程的具体机制尚无定

论。PPAR-γ属于核受体超家族，是一类由配体激活的核转录

因子。PPAR-γ参与调节机体能量稳定和脂质代谢，其目的基

因可直接参与脂肪细胞的分化成熟，并影响体内脂肪的合成及

蓄积，故而有学者认为 PPAR-γ在脂肪细胞系统调节中有至

关重要的作用[13]。肝脏组织切片免疫组化示，高脂饮食大鼠肝

脏 PPAR-γ的表达量较普通饲料高；高脂饮食组大鼠血脂成

分 TC、TG、HDL-C、LDL-C，较正常组大鼠有明显升高，差别具

有统计学意义（P＜0.05），提示存在较为严重的血脂异常，从而

证实了高脂饮食引起的非酒精性脂肪肝，可能与肝脏组织中

PPAR-γ的高表达，促进了肝细胞的成脂性改变有关。
NAFLD 的发病与多种因素相关，但其发病机制尚不清晰，

本实验在一定程度上提示了 PPAR-γ可以通过肝细胞脂肪变

性，促进 NAFLD 的发生和进展，为临床上药物治疗提供了一

定的思路。
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